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individual  synaptic  connections  over  extended 
periods  of  time.  (A)  Left:  A  synaptic  connection 
consists  of  a  presynaptic  bouton  containing 
neurotransmitter  vesicles  and  the  corresponding 
spine  carrying  the  postsynaptic  density  (PSD).  For 
clarity,  a  single  synaptic  connection  is  depicted, 
although connections between a pair of neurons may 
consist  of  several  synapses.  In  response  to  an  LTD 
inducting  stimulus,  the  efficacy  of  synaptic 
transmission  is depressed. This  functional change  in 
synapse strength may be accompanied by structural 
remodeling,  e.g. a  correlated  shrinkage of pre‐ and 
postsynaptic structures. (B) The depressed state may 
be maintained  for many hours or days without any 
further  structural  rearrangement.  (C)  Further 
structural changes such as spine  loss and  formation 
of  a  shaft  synapse  may  occur  while  transmission 
efficacy  is  stable.  (D)  If  LTD  is  not  actively 
maintained,  synaptic  strength  may  revert  to  the 
baseline  state  over  extended  periods  of  time.  In 
parallel, pre‐ and postsynaptic elements may recover 
to their original size. (E) Finally, a depressed synapse 


































































































































































































































































































































































































Fig.  A.4.  Spatial  resolution  of  action 
potential  triggering.  (a)  Cell‐attached 
recording  of  CA1  pyramidal  cell.  Red  trace: 
subthreshold  stimulation.  Green  trace: 
suprathreshold stimulation. Stimulation grid: 
30 µm  step  size.  Scale bar:  50  µm. At  laser 
powers  just  above  threshold,  spatial 
resolution  was  very  good.  Increasing  laser 
power  decreased  spatial  resolution  of  spike 
map  (right).  (b)  Whole  cell  current  clamp 
recording  of  CA1  pyramidal  cell.  High  ChR2 
expression  level resulted  in spike threshold < 
70 µW  laser power.    (c) After‐depolarization 
in CA3 pyramidal  cell  is most pronounced  if 
high  intensity  pulses  are  applied  directly  to 
the  soma  (blue  trace).  An  identical  laser 
pulse  applied  distally  in  CA1  triggers  an 
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Supplemental  fig.  A.1.  Spatial  selectivity  of 
spike  initiation breaks down at  laser powers > 
300  µW.  A  ChR2‐transfected  CA1  pyramidal 
cell  was  stimulated  in  a  line  pattern 
perpendicular  to  the  orientation  of  the  apical 
dendrite with 10 ms  laser pulses at 3 different 

































































































cytoplasmic RFP.  (B) Light‐induced currents  in voltage‐clamped pyramidal cells  (n = 52). Cells were stimulated using blue 50 ms  light pulses  (8.4 















































recovery period photocurrent  reduction was comparable  (p > 0.5).  (B) 
Following excitation by a blue  light pulse, ChR2(C128A) photocurrents 
could  be  inactivated  by  a  green  switch‐back  pulse.  Inactivation 
efficiency was  90.6  ±  1.2%  (n  =  24).  (C)  Left:  Photocurrent  reduction 
was markedly diminished when activated channel was inactivated by a 
green switch‐back pulse after a 3 s interval (black line). Application of a 
green  light  pulse  after  20  s  or  60  s was  less  effective  in  preventing 
current  reduction  (n  =  3,  3). Gray  line:  Current  reduction with  single 
blue  pulses  for  comparison.  Right:  Quantification  of  photocurrent 

































































Figure  B.4.  Analysis  of  light‐triggered  activity  in 
current‐clamped  cells.  (A)  Sample  traces  of  cell 
entering  depolarization  block  after  the  first 
stimulation  pulse.  Note  the  pronounced  spike 
amplitude attenuation. The second pulse  induced a 
smaller depolarization and a  series of APs.  (B – D) 





stimulated  with  very  low  or  high  light  intensity. 
Analysis  of  the  instantaneous  firing  frequency 























NBQX.  (B)  In  the majority of  cells  the number of  spikes decreased with  repeated  stimulation  (8/11  cells). Asterisks  indicate  cells presumably 
entering depolarization block after initial stimulation pulses. (C) Top: Spike raster for cell with long delay to first spike (10.75 ms). Bottom: Spike 














































































































































































































































































































































off‐kinetics  (τoff) were  extracted  from  tail  currents.  (C)    Stationary  photocurrents  of  single  and  double mutants  (Istationary),  normalized  to  the 
reference values of wt ChR2 (Iwt, black, n = 15). H134R (green, n = 9), TC (magenta, n = 9), ET/TC (red, n = 13), EA/TC (blue, n = 9), and HR/TC 
(gray, n = 8).  (D) Channel  closure  (τoff) of ET/TC  (red) was as  fast as wt ChR2  (black), all other  tested mutants were  significantly  slower.  (E) 





































the  peak.  ET/TC  was  as  fast  as  wt  ChR2,  while 
H134R  and  ET/TC  were  significantly  slower.  (B) 
Photocurrents after laser flash activation at +50 mV. 
All  mutants  slowed  down  considerably  at  this 
membrane  potential,  except  ET/TC  (red  trace), 
which  retained  its  fast  kinetics.  (C) To quantify  the 




voltage‐dependence.    (D) Time‐dependent  recovery 
of  peak  currents  (Ipeak)  was  measured  under 
physiological  conditions  at  ‐75  mV  in  oocytes. 
Recovery  was  defined  as  the  ratio  of  ΔI2  (Ipeak2  – 
Istationary2) to ΔI1 (Ipeak1 – Istationary1) and plotted against 
the  inter‐pulse  interval.  Recovery  time  constants 
(τrec) of H134R  (green, n = 3) and ET/TC  (red, n = 3) 
were  significantly  faster  than wt  ChR2  (black,  n  = 
15), while TC  (magenta, n =  3) was  slower.  (E)  IV‐
curves show  that  the  typical  inward  rectification of 
wt ChR2  (black)  is retained  in all mutants. Reversal 
potentials  (Vreversal)  were  close  to  zero  under 
physiological conditions (inset, n = 10, 10, 12, 8). (F) 





























(A) Neurons  in  a  sparsely  transfected  rat  organotypic  slice  culture  expressing  TC  and  dimeric  RFP.  (B)  Contrast‐inverted  two‐photon  images  of 
individual  transfected  pyramidal  neurons.  Scale  bar:  50  µm.  (C)  Left:  Photocurrents  evoked  by  500 ms  blue  laser  illumination  (42  mW/mm2). 
Stationary photocurrents were quantified at  the end of  the  stimulation pulse  (dashed  line)  in neurons  that were electrically  isolated by blocking 













































Figure  C.4.  Stimulation  performance  of  TC 
variants at  1  – 100 Hz.  (A)  Left: Whole‐cell 
current‐clamp  recordings  from  pyramidal 
neurons stimulated with 60 brief (2 ms) light 
pulses  at  40  Hz  at  high  laser  intensity  (42 
mW/mm2).  Light‐evoked  activity  was 
isolated  by  blocking  excitatory  synaptic 


































2 ms  light pulse during 1 Hz stimulation. Right: Multiplet  firing  is observed mostly with TC and  is  reduced at  lower stimulation  intensity.  (B) 
Multiplet  firing  is  largely  restricted  to 1 Hz  stimulation and  rarely occurs at higher  stimulation  frequencies.  (C) Comparison of photocurrent 
amplitude  (same data as Fig. 3C) and channel speed  (defined as:  (flash  to peak +  τoff,)‐1, same data as Fig. 2C)  for wt ChR2, H134R, TC, and 

































































































Figure  C.S2.  Plateau  potentials  at  high  stimulation  light 
intensity. Top: Example spike trains from neurons expressing TC or 
ET/TC  stimulated with  60  2 ms  pulses  at  42 mW/mm2.  Plateau 
potentials  were  measured  between  baseline  and  the  minimal 
membrane  depolarization  during  the  last  500  ms  of  the 
stimulation  train  (dashed  lines).  Bottom:  Summary  of  plateau 
































































































































































































aligned  spontaneous AP  (green)  and  light‐induced AP 
(black; 2 ms  light pulse  indicated by blue square)  in a 
pyramidal  CA1  neuron.  The  gray  area  indicates  the 
after‐depolarization  associated  with  ChR2  activation. 
(B)  Comparison  of  electrically  triggered  EPSCs  (top) 
with  light‐triggered  EPSCs  in  a  CA1  neuron  (bottom). 
Neurotransmitter  release  from  ChR2‐expressing  CA3 
neurons was induced by somatic current injection or by 
photostimulation  of  axons  in  CA1  area,  respectively 
(modified  from  Zhang  &  Oertner,  2007).  (C)  Light 
intensity  profile  in  the  focal  plane  for  high  and  low 
laser power. High light intensities lead to saturation of 
ChR2  activation  in  the  laser  focus.  (D)  Schematic 
illustration  of  action  potentials  (green  dots)  and 

















































































































































m.  (C)  Top: overlay of green  (Fluo‐5F)  and  red  fluorescence  (Alexa  594)  from  the dendrite  shown  in  (B). Calcium  transient after  light 







































































































































Figure  4. Optogenetic  LTD  induction.  (A)  Voltage‐clamp  recordings  from  a wild‐type  CA1  neuron  receiving  input  from  excitatory  neurons 
expressing ChR2 under the CaMKII promoter. Presynaptic neurons were stimulated with 10 ms LED pulses at 0.1 Hz. Baseline: Before 1 Hz low 
frequency stimulation  (LFS; mean =  ‐172 ± 3 pA). LTD: First 10 min after 15 min LFS  (mean =  ‐71 ± 5 pA). Gray  lines depict  individual trials, 
average  is  shown  in  black.  Asterisks mark  LED  switch  artifacts.  (B)  EPSC  amplitudes  during  the  entire  experiment.  LFS  induced  a  stable 























































































































































































































































Figure  5. Reduction  of  excitatory  synaptic  input  by  gene  gun  transfection.  (A)  Top:  Schematic  of  recording  configuration. Organotypic 
hippocampal slice cultures were transfected on DIV 6 or 7 using particle‐mediated gene transfer to express ChR2 and RFP in a random set of 
neurons. A non‐transfected CA3 neuron was patched and held in current clamp to induce action potentials (APs) by brief current injections. 
EPSCs  in postsynaptic CA1 neurons were recorded  in voltage clamp at  ‐65 mV. Bottom: Example traces of two APs  in a CA3 neuron  (inter‐
pulse  interval = 40 ms) and the corresponding EPSCs  in a non‐transfected CA1 cell. (B) Summary of EPSC amplitudes  in transfected or non‐
transfected CA1 neurons. Gray bars indicate medians, circles depict individual neurons. Note that gene gun transfection resulted in a strong 
reduction of synaptic input. (C) In transfected neurons (pooled data from cells expressing ChR2 and RFP or RFP alone) we found a weak and 
statistically not  significant effect of culture age on connection  strength  (R =  ‐0.31, p = 0.14). EPSC amplitudes  in non‐transfected neurons 
were not correlated with culture age (R = ‐0.23, p = 0.20). 
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cytotoxic effects, but apart from reduced EPSC amplitudes we did not observe any indication that cell 
viability was impaired after transfection. Furthermore, reduced EPSCs were also observed after 
transfection with tdimer2 alone. This suggests that the reduction in synaptic input is not due to ChR2 
expression but rather a consequence gene gun‐transfection, which is further supported by the 
observation that excitatory input to AAV‐transduced CA1 neurons is not altered. Why gene gun 
transfection reduces synaptic connectivity has remained unclear. A possible explanation is that the 
mechanical damage caused by the gold particles used for transfection delays the formation of synapses. 
Since transfection was performed at DIV 7 during synapse formation (De Simoni et al., 2003), 
transfected neurons may be disadvantaged in the competition for presynaptic partners compared to 
non‐transfected neurons in the same culture, resulting in a developmental deficit in synapse formation. 
In line with this, EPSC amplitudes were negatively correlated with culture age in transfected neurons. 
This scenario would thus explain why transfected neurons receive less input from Schaffer collaterals, 
while the synapses that are present seem fully normal. In conclusion, these findings show that the 
method of transfection can have strong effects on the synaptic input to transfected neurons. The effect 
of transfection on the synapses a transfected neuron forms with its postsynaptic partners remains to be 
tested. 
 
7.4 Alternative transfection methods 
A number of viruses have been used to introduce genes into postmitotic neurons. Replication‐deficient 
AAVs have become especially popular because of their low cytotoxicity and their ability to infect a large 
diversity of neuronal cell types (reviewed in van den Pol et al., 2009). High transgene expression levels 
can be obtained by injection of large numbers of AAV particles, so that in the injection focus each 
neuron is infected by many infectious particles. A possible limitation of this approach is that a large 
fraction of cells is infected near the infection site. Therefore, if fluorescent proteins are expressed, the 
subcellular structure if individual neurons cannot be investigated because of the high density of 
fluorescence‐labeled structures. 
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Self‐amplifying RNA viruses at very high dilution allow infecting individual neurons and can express 
proteins at high levels with rapid onset, such that single transduced neurons embedded in non‐infected 
tissue can be studied (Jeromin et al., 2003; van den Pol et al., 2009). Self‐amplifying viruses, however, 
compete with host‐cell processes for resources and can confer cytopathic effects after prolonged 
expression. 
 
Finally, single‐cell electroporation can be used to deliver plasmid DNA into single identified neurons 
(Judkewitz et al., 2009). Because cells can be visually targeted for electroporation and different plasmids 
can be mixed , this method is very versatile and does not rely on cell‐type specific promoters. On the 
downside, single‐cell electroporation is time‐consuming and technically challenging. 
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9. ABBREVIATIONS 
 
AAV:    adeno‐associated virus 
ACSF:    artificial cerebrospinal fluid 
AMPA:    α‐amino‐3‐hydroxy‐5‐methylisoxazole‐4‐propionic acid 
AP:    action potential 
CA:    cornu ammonis 
CC:    current‐clamp 
CaMKII:   calcium/calmodulin‐dependent protein kinase II 
ChR2:    channelrhodopsin‐2 
DIV:    day in vitro 
EPSC:    excitatory postsynaptic current 
EPSP:    excitatory postsynaptic potential 
GFP:    green fluorescent protein 
IEG:    Immediate early gene 
LED:    light emitting diode 
LFS:    low frequency stimulation 
LTD:    long‐term depression 
LTP:    long‐term potentiation 
mGluR:   metabotropic glutamate receptor 
NMDA:    N‐methyl‐D‐aspartate 
STDP:    spike timing‐dependent plasticity 
wt:    wild‐type 
VC:    voltage‐clamp 
VTA:    ventral tegmental area 
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